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Leucinderivate 


15 Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen der 

allgemeinen Form el 

i • • 
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worin A die Gruppe 
bedeutet. 


H V^*W% / H Oder -(CH 2 ) 5 ~ 


Die obige Formel I umfasst N-Formy lleucin l-[ ( 3-hexyl-4- 
oxo-2-oxetanyl )methyl]-3Z , 6Z-dodecadienyl-ester der Formel 
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welcher nachstehend als Lipstatin bezeichnet wird, und 
N-Formylleucin l-[ ( 3-hexyl-4-oxo-2-oxetanyl ) methyl ] dodecanyl- 
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ester der Formel 

l h y 

HCON y I . 

welcher nachstehend als Tetrahydrolips tatin bezeichnet wird 

10 Diese Verbindungen sind neu und besitzen wertvolle 

pharmakologische Eigenschaf ten, Sie hemmen insbesondere die 
Pankreaslipase und konnen bei der Bekampfung oder Ver- 
hiitung von Obesitas und Hyperlipamien verwendet werden. 

15 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die Ver- 

bindungen der obigen Formel I als solche und als pharma- 
zeutische Wirkstoffe, die Herstellung dieser Verbindungen, 
Arzneimittel und industriell gefertigte Lebensmi t tel , 
enthaltend eine Verbindung der Formel I, deren Herstellung, 

20 sowie die Verwendung dieser Verbindungen bei der Bekampfung 
oder Verhiitung von Krankheiten. 

Die Verdauung der mit der Nahrung auf genommenen Fette 
(Triglyceride) erfolgt im Darm durch die Pankreaslipase. 

25 Die Pankreaslipase . spaltet die primaren Esterbindungen von 
Triglyceriden, wobei als Produkte freie Fettsauren und 
2-Monoglyceride entstehen. Diese Produkte konnen dann 
resorbiert und verwertet werden. Durch die Hemmung der 
Pankreaslipase wird die erwahnte Spaltung der Nahrungs- 

30 fette und damit auch die Resorption und Verwertung dieser 
Stoffe teilweise verhindert; die Triglyceride werden un- 
verandert ausgeschieden . 

Die Hemmung der Pankreaslipase durch die Verbindungen 
35 der Formel I kann exper imentell gezeigt. werden, indem man 
die bei der Spaltung von Triolein durch Schweinepankr eas- 
lipase freigesetzte Oelsaure ti trimetrisch erfasst, Zu 
einer Emulsion, welche 1 mM Taurodeoxycholat , 9 mM Tauro- 
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deoleat, 0,1 mM Cholesterin, 1 mM Eilezithin, 15 mg/ml BSA , 
2 mM Tris-HCl, 100 mM NatriumchPbr id , 1 mM Calciumchlorid 
und das Substrat Triolein enthalt, gibt man die in Aetha- 
nol oder Dimethylsulf oxid (10% des Emulsionsvolumens ) ge- 
5 loste Verbindung der Formel I und startet die Reaktion 
durch Zugabe von 100 ul (175 U) Schweinepankreaslipase . 
Der pH wird wahrend der Reaktion durch Zugabe von Natron- 
lauge bei 8 gehalten. Aus dem wahrend 10 Minuten ermittel- 
ten Verbrauch an Natronlauge wird die IC 5Q berechnet. Die 
IC 50 ist ^iejenige Konz entr ation , bei der die Lipaseakti- 
vitat halbmaximal gehemmt wird. Die nachfolgende Tabelle I 
enthalt die fur die Verbindungen der Formel I ermittelten 
IC 50" Werte und An ^ abe n iiber die akute Toxizitat (VL> 5Q nach 
einmaliger oraler Verabreichung an Mausen). 

15 

Tabelle I 


Tes tverbindunq 

IC 50 in 
uq/ml 

DL 5Q in 
mq/kq p.o. 

Lipstatin 

Tetrahydrolips tatin 

0,07 
0 ,18 

>4000 


25 

Die Hemmung der Resorption der mit der Nahrung aufge- 

nommenen Fette, welche durch die Hemmung der Pankreas- 

lipase bewirkt wird, kann in einem Doppelmarkier ungs- 

Experiment an Mausen gezeigt werden. Zu diesem Zweck ver- 

30 abreicht man den Versuchs tieren eine Testmahlzei t , welche 
3 1 4 

H-Triolein und C-Oelsaure enthalt, und eine Verbindung 

der Formel I. Durch Messung der Radioak tivitat ermittelt 
man dann die mit dem Kot ausgeschiedene Menge an ^-Trio- 
lein und 4 C-Oelsaure (in % der verabreichten Menge). Die 
35 in der nachf olgenden Tabelle II aufgefiihrten Resultate 

zeigen, dass im Vergleich zu unbehandel ten Kontroll tieren 
die Ausscheidung von unverander tern Triglycerid stark er- 
hoht und die Ausscheidung von Oelsaure weitgehend unver- 


andert 1st. 

Tabelle II 



Anzahl 


Ausscheidung in % der 

Testver- 

Versuchs- 


verabreichten Menge 

.'bindung 

tiere 

Dosis 

Triolein 

Oelsaure 

Kontrolle 

12 


3,5+ 0,3 

10,1+ 0,6 

Lipstatin 

6 

4 0 mg/kg * 

56,8+ 13 

13,8+ 5,6 


* Die Versuche wurden mit einem Praparat durchgef iihrt , das 
etwa 10% Lipstatin enthalt. Die angegebene Dosis ist die 
verabreichte Menge an Lipstatin, 

Die Verbindungen der Forrael I konnen erf indungsgemass 
hergestellt werden , indem man 

a) zur Herstellung der Verbindung der Formel la einen 
diese Verbindung produzier enden Microorganismus der Spezies 
Streptomyces toxytricini in einem wassrigen Kul turmedium , 
das geeignete Kohlenstoff- und Stickstof f quellen und an- 
organische Salze enthalt, - aerob kultiviert und die pro- 
duzierte Verbindung der Formel la aus der Kulturbriihe ab- 
trennt, oder 

b) zur Herstellung der Verbindung der Formel lb die Ver- 
bindung der Formel la hydriert. 

Aus Bodenproben von ver schiedenen Orten konnten Strepto- 
mycetenstamme isoliert werden, welche Lipstatin, die 
Verbindung der Formel la, produzieren. Als Beispiel sei 
der aus einer in Spanien gefundenen Bodenprobe isolierte 
Microorganismus genannt, der die Laborbezeichnung Strepto- 
myces sp* 85-13 erhielt. Die Identif ikation dieses Stammes 
ergab, dass er zur Gruppe der Streptomyces toxytricini 
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gehort (Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 
8th Edition, Seite 811), und er 'erhielt die neue Bezeich- 
nung Streptomyces toxytricini 85-13. Eine lyophil isierte 
Probe dieses Stammes wurde am 14. Juni 1983 bei der Agri- 
5 cultural Research Culture Collection, Peoria, Illinois, 
unter der Bezeichnung NRRL 15443 hinterlegt. 

Fur den vorliegenden Zweck sind alle Streptomyceten- 
stamme geeignet , die den Lipasehemraer Lips ta tin produz ie- 
10 ren, insbesondere Streptomyces toxytricini 85-13, NRRL 
15443, und dessen Subkulturen, Mutanten und Varianten. 

Die Kultivierung dieser Microorganismen zur Herstel- 
lung von Lipstatin kann nach verschiedenen Fermentations- 

-15 methoden durchgefuhrt werden. Sie kann beispielsweise im 

Schiittelkolben oder in 10 1- oder 200 1- und 1000 1-Fermen- 
tern durchg^fiihrt werden. Eine gewisse Menge Sporenmate- 
rial oder Mycelium eines Lipstatin produzierenden Stammes 
wird in ein fliissiges Medium gebracht, das geeignete 

20 Kohlenstoff- und Stickstof f quellen und die fur das Wachs- 
tum notwendigen Salze enthalt, und bei einer Temperatur 
yon 20-37°C wahrend 1-6 Tagen aerob bebriitet. Als Kohlen- 
stoffquellen eignen sich beispielsweise Dextrin, Glucose, 
Starke, Ribose und Glycerin. Geeignete S tickstof f quel 1 en 

25 sind beispielsweise Hefeextrakt, Pepton oder Sojamehl. Als 
Salze kommen vorzugsweise Ammonium-, Magnesium- und Cal- 
ciumsalze in Frage. Die Fermentation wird bei pH 6-8 
durchgefuhrt . 

30 Die Isolierung des Lipstatins erfolgt nach an sich 

bekannten und jedem Fachmann gelaufigen Methoden und kann 
beispielsweise wie folgt durchgefuhrt werden: 


Man zentrif ugiert nach Beendigung der Fermentation 
35 die Garbriihe, wonach 60-90% der Aktivitat in der Zell- 
masse und der Rest im Zentrif ugat gefunden werden. Die 
Zellmasse kann dann mit einem niederen Alkohol, wie Metha- 
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nol und Aethanol, behandelt und mit dem gleichen Losungs- 
mittel extrahiert werden. Dds Zentrifugat kann mit einem 
geeigneten organischen Losungsmittel , z.B. mit Methylen- 
chlorid oder Essigester, extrahiert werdeni Das aus den 
5 Extrakten gewonnene Material enthalt das gewiinschte Lip- 
statin und kann mittels chromatographischer Methoden an- 
gereichert und gereinigt werden. Geeignete Methoden sind 

beispielsweise die mul tiplikative Extraktion mit dem 

* 

System Hexan/Methanol/Wasser (50:40:9), die Filtrations- 
10 chromatographie liber Kieselgel unter Eluieren mit Chloro- 
form, die Saulenchromatographie an Kieselgel unter Eluie- 
ren mit Hexan, Essigester und Mi'schungen davon, die Chro- 
matographie an unpolaren Tragermaterialien unter Eluieren 
mit polaren Losungsmi tteln , wie Methanol ( Rever sed-Phase- 
15 Chromatographie) und die Hockdruck-Fllissigkei ts-Chromato- 
graphie . 

Die weiter unten folgenden Beispiele enthalten detail 
lierte Angaben betreffend die Kultivierung von Strepto- 
20 myces toxytricini 85-13 und die Isolierung des Lipstatins. 

Tetrahydrolipstatin, die Verbindung der Formel lb, 
kann hergestellt werden, indem man Lipstatin in Gegenwart 
eines geeigneten Katalysators hydriert. Als Katalysatoren 
25 kommen beispielsweise Palladium/Kohle , Platinoxid, Palla- 
dium und dergleichen in Frage. Geeignete Losungsmi ttel 
sind beispielsweise niedere Alkohole, wie Methanol und 
Aethanol. Man arbeitet vorzugsweise bei niedrigen Wasser- 
stoffdrucken und bei Raumtemper a tur . 

30 

Die Verbindungen der Formel I konnen als Heilmittel, 
z.B. in Form pharmaz eutischer Praparate, Verwendung finden 
Die pharmazeutischen Praparate konnen oral, z.B. in Form 
von Tabletten, Lacktabletten , Dragees, Hart- und Weich- 
35 gelatinekapseln , Losungen, Emulsionen oder Suspensionen , 
verabreicht werden. 


Zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten 
konnen die erf indungsgemassen Produkte mit pharmaz eutisch 
inerten, anorganischen oder organischen Tragern verarbei- 
tet werden. Als solche Trager kann man fur Tabletten, 
Lacktabletten , Dragees und Hartgelatinekapseln beispiels- 
weise Lactose, Maisstarke oder Derivate davon , Talk, 
Stearinsaure oder deren Salze und dergleichen verwenden. 
Fiir Weichgelatinekapseln eignen sich als Trager beispiels- 
weise pflanzliche Oele, Wachse, Fette, halbfeste und 
fliissige Polyole und dergleichen; je nach Beschaf f enheit 
des Wirkstoffes sind jedoch bei Weichgelatinekapseln 
uberhaupt keine Trager erf orderl ich . Zur Herstellung von 
Losungen und Siurpen eignen sich als Trager beispielsweise 
Wasser, Polyole, Saccharose, I nver tzucker , Glukose und 
dergleichen. 

Die pharmazeutischen Praparate konnen daneben noch 
Konservierungsmittel , Losungsvermittler , S tabilis ier ungs- 
mittel, Netzmittel, Emulgiermi ttel , Siissmittel, Farbe- 
mittel, Aromatisierungsmittel , Salze, zur Veranderung des 
osmotischen Druckes, Puffer, Ueber zugsmit tel oder Anti- 
oxidantien enthalten, Sie konnen auch noch andere thera- 
peutisch wertvolle Stoffe enthalten. 

Wie eingangs erwahnt sind Arzneimi ttel , enthaltend 
eine Verbindung der Formel I, ebenfalls Gegenstahd der 
vorliegenden Erfindung, weiterhin auch ein Verfahren zur 
Herstellung solcher Arzneimit tel , welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dass man eine Verbindung der Formel I und 
gegebenenf alls einen oder mehrere andere therapeu tisch 
wertvolle Stoffe in eine galenische Darreichungsf orm 
bringt. Wie eingangs erwahnt, konnen die Verbindungen der 
Formel I bei der Bekampfung oder Verhlitung von Krank- 
heiten verwendet werden und zwar insbesondere bei der 
Bekampfung oder Verhiitung von Obesitas und Hyperlipamien. 
Die Dosierung kann innerhalb weiter Grenzen variieren und 
ist natiirlich in jedem einzelen Fall den individuellen 
Gegebenheiten anzupassen. 1m allgemeinen diirfte bei oraler 


* • 0 • * 

* • • 
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Verabreichung eine Tagesdosis von etwa 0,1 mg bis 100 
mg/kg Korpergewicht angemessen sein. 

Die Verbindungen der Formel I konnen auch industriell 
gefertigen Lebensmitteln zugegeben werden, wobei insbe- 
sondere Fette, Oele, Butter, Margarine, Schokolade und 
andere Konf ek tartikel in Frage kommen. Solche industriell 
gefertigte Lebensmittel und deren Herstellung sind eben- 
falls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die nachf olgenden Beispiele sollen die vorliegende 
Erfindung naher erlautern, ihren Umfang jedoch in keiner 
Weise beschranken. Samtliche Temperaturen sind in Celsius- 
graden angegeben. 


15 


20 


25 


30 


35 
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Beispiel 1 

a) Fermentation : 

Ein Schuttelkolben mit dem Vorkulturmedium 391 wird 
5 mit Sporen von Streptomyces toxytricini 85-13 ( oder vege- 
tativem Mycel davon) beimpft und 72 Stunden bei 28°C als 
Schiittelkultur aerob bebriitet. Etwa 2-5 Vol.-% dieser 
Kultur wird verwendet, urn eine Fermentervorkul tur von 10 1 
mit Vorkulturmedium 391 zu beimpfen. Man inkubiert wahrend 
10 3 Tagen bei 28° , wobei man mit 1 vvm beliiftet und bei 
400 RPM riihrt. Diese 10 1-Vorkultur wird verwendet urn 
einen 20 0-1-Produk tionsf ermenter mit dem Produktions- 
medium N7 zu beimpfen. Man fermentiert wahrend 124 Stun- 
den bei 28° , wobei man mit 1,0 vvm beliiftet und bei 150 
15 RPM ruhrt, Regelmassige Analysen zeigen nach 124 Stunden 

eine extraz el lulare lipasehemmende Aktivitat von 53 IC^/ml. 

50 

Das Vorkulturmedium 391 ( pH 7,0) hat folgende Zu- 
sammensetzung : 3% Maisstarke, 4% Dextrin, 3% Sojamehl, 
20 0,2% (NH 4 ) 2 S0 4/ 0,6% CaC0 3 und 0,8% Sojaol. Der pH wurde 
auf 7 gestellt. Das Produk tionsmedium N 7 ( pH 7,0) hat 
folgende Zusammensetzung : 1% Kartof f elstarke , 0,5% Glu- 
cose, 1% Ribose, 0,5% Glycerin, 0,2% Pepton, 2% Sojamehl 
und 0,2% (NH 4 ) 2 S0 4 . 

25 

b) Auf arbei tunq : 

Man zentrif ugiert die Garbriihe mittels einer Rohren- 
zentrifuge, wobei man 175 1 Kul turf il trat und 12 kg Mycel 
erhalt. Das Mycel wird verworfen, und das Kul turf iltrat 

30 wird wahrend 10 Minuten auf 80° erhitzt, abgekiihlt, noch- 
mals zentrif ugiert und bei 30° im Vakuum auf 50 1 kon- 
zentriert, Man extrahiert dieses Konzentrat mit 50 1 Hexan 
mittels eines kontinuierlich arbeitenden Extraktors, mischt 
die erhaltene Emulsion mit 50 1 Hexan/Essiges ter (1:1) und 

35 trennt die organische Phase ab. Diese wird uber Natrium- 
sulfat getrocknet und eingedampft; man erhalt 199 g Roh- 
extrakt I. Die wassrige Phase wird mit Wasser auf 100 1 
verdiinnt und mit 100 1 Essigester extrahiert. Man erhalt 


nach dem Eindampfen der Essiges terlosung 49 g Rohextrakt * 
II, Die wassrige Phase wird anschliessend ein weiteres Mai 
mit 100 1 Essigester extrahiert, wobei nach dem Eindampfen 
78 g Rohextrakt III erhalten werden. 

c) Reiniqunq : 

Die Rohextrakte II und III werden in drei Portionen 
liber je 1 kg Kieselgel 60 ( 0,040-0,063 mm Korngrosse) 
filtriert, wobei man mit Chloroform eluiert (Saule: 
10 x 100 cm). Man erhalt auf diese Weise 18,3 g ange- 
reichertes Material. 1 78 g dieser Substanz werden erneut 
unter Eluieren mit Chloroform iiber 1 kg Kieselgel fil- 
triert. Man erhalt dabei 5,29 g aktives Material. 802 mg 
dieser Substanz werden mittels Reversed-Phase-Chromato- 
graphie an einer im Handel erhaltlichen Lobar-Fertigsaule 
(Lichoprep RP-8, Grosse d unter Eluieren mit Methanol 
gereinigt. Man erhalt 158 mg N-Formylleucin l-[ ( 3-hexyl- 
4-oxo-2-oxetanyl ) methyl ]-3Z , 6Z-dodecadienyl -ester (Lipsta- 
tin) # das bei Raum temper a tur ein gelbliches Oel ist. Bei 
tiefen Temperaturen ist es wachsartig-kr istallin . 

Mikroanalyse (20 Stunden im Hochvakuum bei 50° getrocknet) : 
Berechnet fur C^H^N^ (491,713): C 70 ,84, H 10,04, N 2,85 

Gefunden: C 70,85, H 9,97, N 2,59 

Optische Drehung: Ca]^° = -19,0° (c = 1, in Chloroform). 

Massenspektrum (chemische Ionisation mit NH^ als Reagenz- 
gas): Spitzen u.a. bei m/z 509 (M+NH^) und 492 (M+H + ). 

IR-Spektrum (Film): Banden u.a. bei 3318 , 3012, 2928, 2558, 
2745, 1823, 1740, 1673, 1521, 1382, 1370, 1250, 1191 cm" 1 . 

Beispiel 2 

a) Fermentation : 

Mit einer gemass Beispiel 1 herges tell ten Vorkultur 
von Streptomyces toxytricini 85-13 ( Schli ttelkolben und 
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dann 10 1 -Fermentation ) wird eine 200 1-Fermentation mit 
Produktionsmedium N 16 beimpft. 'Das Produktionsmedium N 16 
entspricht dem in Beispiel 1 verwendeten Produktionsmedium 
N 7, enthalt jedoch zusatzlich 0,1% Schweineschmalz . Die 
5 Fermentation wird wahrend 120 Stunden wie in Beispiel 1 
durchgef iihrt . Nach 120 Stunden betragt die intraz el lulare 
lipasehemmende Aktivitat 71 IC 50 /ml , die extrazel lulare 4 
IC 50 /ml Garbriihe. 

10 b) Auf arbeitunq : 

Nach Beendigung der Fermentation wird die Garbriihe 
10 Minuten auf 80° erhitzt, anschl iessend abgekiihlt und 
die Zellmasse mittels einer Rohrenzentr if uge aufgetrennt. 
Durch zweimaliges Zentrif ugier en erhalt man 11,4 kg Mycel ; 

15 das Kulturf iltrat wird verworfen. Das Mycel wird wahrend 
30 Minuten in 70 1 Methanol verriihrt, worauf man die er- 
haltene Suspension abnutscht. Der Filterkuchen wird noch- 
mals mit 50 1 Methanol verriihrt und genutscht. Die ver- 
einigten methanolischen Extrakte werden auf 1,8 1 konzen- 

20 triert. Dieses Konzentrat wird dreimal mit je 2 1 Butyl- 
acetat extrahiert. Aus den vereinigten organischen Phasen 
erhalt man nach dem Eindampfen 160 g Rohextrakt. 

c) Reiniqunq : 

25 Dieser Rohextrakt wird durch mul tiplikative Extrak- 

tion mit dem System Hexan/Methanol/Wasser (5:4:0,9) ge- 
reinigt. Zuerst wird die aktive Substanz von der unteren 
Phase (uP) in die obere Phase ( oP ) transf erier t . 160 g 
Rohextrakt werden in 4 1 uP gelost und im Ausriihrgef ass 

30 mit 4 1 oP geriihrt. Nach der Abtrennung der oP wird die uP 
ein zweites Mai mit 4 1 frischer oP extrahiert. Es bildet 
sich eine stabile Emulsion, welcher noch je 4 1 uP und oP 
zugegeben werden, worauf eine gute Phasentr ennung erzielt 
wird. Nach der Abtrennung der oP wird die uP noch zweimal 

35 mit 8 1 frischer oP extrahiert. Die vereinigten oP ergeben 
nach dem Eindampfen 90,3 g Extrakt. Die extrahierte uP 
wird verworfen. Nun wird die aktive Substanz von der oP 
in die uP transf erier t . 90,3 g des obigen Extraktes werden 
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in 4 1 oP gelost und mit 4 1 uP extrahiert. Nach der 
Phasentrennung wird die oP noch dreimal mit frischer uP 
extrahiert. Die oP wird anschli essend verworfen. Die 
vereinigten uP werden auf 0,7 1 wassrige Phase konzen- 

5 triert, und diese wird achtmal mit insgesamt 0,2 1 Essig- 
ester extrahiert. Nach dem Eindampfen erhalt man 25,8 g 
Produkt. Die extrahierte wassrige Phase wird verworfen. 
Die weitere Reinigung dieses Materials erfolgt durch 
Filtration iiber 1 kg Kieselgel 60 ( 0,040-0,063 mm Korn- 

10 grosse; Saule 10 x 100 cm) unter Eluieren mit Chloroform. 
Man erhalt 649 mg Produkt, das an einer Lobar-Fer t igsaul e 
(Lichoprep RP-8, Grosse C) unter Eluieren mit Methanol 
chromatographiert wird ( Reversed-Phase-Chromatographie ) . 
Man erhalt 204 mg Lipstatin, das gemass Diinnschichtchroma- 

15 togramm rein ist. 

Beispiel 3 . 

Man lost 138 mg Lipstatin in 10 ml Aethanol, versetzt 
20 mit 60 mg 5-proz. Palladium/Kohle und riihrt bei Raumtempe- 
ratur wahrend 3 Stunden in einer Wassers tof f a tmosphar e 
{Ballon) . Anschliessend wird der Katalysator abzentri- 
fugiert. Das Hydr ierungsprodukt wird iiber eine kurze 
Kieselgelsaule (1x5 cm) mit Chloroform chromatographiert. 
25 Man erhalt 112 mg N-Formylleucin l-[ ( 3-hexyl-4-oxo-2-oxe- 
tanyl ) methyl ]dodecanyl -ester (Tetrahydrolipstatin) als 
wachsartigen , schwach gelben Festkorper. 

Optische Drehung: Ca]^° = -32,0° ( c = 1 , in Chloroform). 

30 

Massenspektrum (chemische Ionisation mit NH ^ als Reagenz- 
gas): Spitzen u.a. bei m/z 513 (M+NH^); 496 ( M+H + ) und 
452 (M+H + -C0 2 ). 


35 


IR-Spektrum (Film): Banden u.a. bei 3332, 2956, 2921, 

2853, 1838, 1731, 1709, 1665, 1524, 1383, 1249 und 1200 cm" 1 . 
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H-NMR-Spektrum ( 270 MHz, CDC1 3 ): 0,89 (6H); 0,97 ( 6H) ; 
1,15-1,5, 1,5-1,85 und 1,9-2,25 ( 3fl) ; 3,24 { 2H) ; 4,32 ( 3H) ; 
4,68 (2H); 5,03 ( lH) ; 6,43 (1H); 8,07 und 8,21 (1H) ppm. 

5 Beispiel 4 . 

a) Fermentation : 

Eine 2 1-Schii ttelkul turf lasche mit Medium 391 wird mit 
Sporen einer Schr agagarkul tur von Streptomyces toxytricini 

10 85-13 beimpft und wahrend 72 Stunden bei 28°C aerob in- 
kubiert. Danach wird die 2 1-Vorkultur in einen 50 1-Fer- 
menter mit Produktionsmedium N 16 iibergefiihrt und bei 
28°C wahrend 77 Stunden mit 0,5 vvm Beluftung inkubiert. 
Diese 50 1-Vorkultur wird zur Beimpfung eines 1 ' 000 1- 

15 Fermenters mit Medium N 16 verwendet. Diese Produktions- 
fermentation wird bei 28°C und 0,5 vvm Beluftung wahrend 
91 Stunden durchgef lihrt , wobei ein Lips tatin-Ti ter von 
73 IC 50 //ml intraze H u lar und 16 IC 5Q /ml extrazellular er- 
reicht wird. Die ganze Garbriihe wird auf 2°C gekiihlt und 

20 zentrif ugiert , wobei 41 kg feuchte Biomasse anf alien, die 
bei -20°C eingefroren werden. 

k) Auf arbeitunq : 

37 kg Mycel werden bei 4°C aufgetaut und mit etwa 

25 40 1 Wasser in einem Mixer homogenisiert . Die erhaltene 
diinnf ltissige Suspension wird mit 140 1 Methanol versetzt 
und wahrend 20 Minuten geruhrt. Anschliessend wird iiber 
ein Filtertuch abgenutscht, worauf der Filterkuchen noch 
mit 140 1 Methanol extrahiert wird. Die Methanolextrakte 

30 werden bei 30°C auf etwa 22 1 konzentriert. Das erhaltene 
Konzentrat wird mit Wasser auf 50 1 verdiinnt und im Aus- 
riihrgefass dreimal mit je 50 1 Hexan/Essiges ter (1:1) 
extrahiert. Bei der zweiten und dritten Extraktion erhalt 
man Emulsionen, die durch Zugabe von etwa 1,4 kg bzw. 

35 0 , 5 kg Kochsalz gebrochen werden konnen. Die vereinigten 
organischen Extrakte werden konzentriert, iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und bis zum oligen Riickstand eingedampft. 
Man erhalt 428 g Rohextrakt. 
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c) Reinigunq : 

Dieser Rohextrakt wird in vier Portionen iiber je 1 kg 
Kieselgel 60 (0 # 040 - 0,063 mm Korngrosse) filtriert, 
wobei man mit Chloroform eluiert (Saule: 10 x 100 cm). 

5 Man erhalt 70 g anger eichertes Praparat, das in zwei Por- 
tionen iiber je 1 kg Kieselgel 60 unter Eluieren mit 
Hexan/Essigester (Gradient von 9:1 bis 4:1) filtriert 
wird. Man erhalt 4,2 g aktives Material, das man in vier 
Portionen mittels Reversed-Phase-Chromatographie an einer 

10 Lobar-Fertigsaule (Lichoprep RP-8 , Grosse C) unter Eluie- 
ren mit Methanol reinigt. Man erhalt 1,77 g Lipstatin. 

Beispiel A 

-|5 Herstellung von Weichgelatinekapseln folgender Zu- 

sammensetzung : 

Menge pro Kapsel 
Lipstatin 50 mg 

20 NEOBEE M-5 450 U l 

Die Losung des Wirkstoffes in NEOBEE M-5 wird in 
Weichgelatinekapseln geeigneter Grosse abgeflillt. 

25 


30 


35 




« • 
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Patentanspriiche 


1. Eine Verbindung der allgemeinen Formel 


5 



I 


10 


worin A die Gruppe ! \ 4 \ / ^ / 

I i * i 

bedeutet. ! 1 1 


H 


Oder -(CH_) C - 


15 


2. N-Formylleucin l-[ ( 3-hexyl-4-oxo-2-oxetanyl Jmethyl ] 
3Z , 6Z-dodecadienyl-ester . 

3 . N-Formylleucin l-[ ( 3-h exyl -4 -oxo-2 -oxetanyl ) methyl ] 
20 dodecanyl-ester. 

4. Eine Verbindung gemass Anspruch 1, 2 oder 3 als 
pharmazeutischer Wirkstoff . 

25 5. Eine Verbindung gemass Anspruch 1, 2 oder 3 als 

ein die Pankreaslipase hemmender Stoff . 


a) zur Herstellung von N-Formylleucin l-[ ( 3-hexyl-4-oxo- 
2-oxetanyl)methyl]-32 , 6Z-dodecadienyl-ester der Formel 


6. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemass 
Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennz eichnet , dass man 


30 


35 


H 

HCON, 


I 



la 


* • • • • 
« • 
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einen die Verbindung der Formel la produzier enden Micro- 
organismus der Spezies Streptomyces toxytricini in einem 
wassrigen Kul turmedium , das geeignete Kohlenstoff- und 
Stickstof f quellen und anorganische Salze enthalt, aerob 
kultiviert und die produzierte Verbindung der Formel la 
aus der Kulturbriihe abtrennt, oder 


10 


15 


b) zur Herstellung von N-Formylleucin l-[ ( 3-hexyl-4-oxo- 
2-oxetanyl ) methyl ]dodecanyl-ester der Formel 


H 

HC0N v 


I 


lb 


die Verbindung der Formel la hydriert. 

20 7* Verfahren gemass Anspruch 6 # dadurch gekennz eichnet , 

dass man als Micr oorganismus Streptomyces toxytricini 
NRRL 15443 oder die Verbindung der Formel la produzierende 
Subkulturen, Varianten oder Mutanten davon verwendet. 

25 8. Arzneimittel, enthaltend eine Verbindung gemass 

Anspruch 1, 2 oder 3. 

9* Arzneimittel gemass Anspruch 8, welche die 
Pankreaslipase hemmen. 

30 

10. Verfahren zur Herstellung von Ar zneimi t teln 
gemass Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennz eichnet , dass man 
eine Verbindung gemass Anspruch 1, 2 oder 3 und erwiinsch- 
tenf alls eine oder mehrere andere therapeutisch wertvolle 
35 Stoffe in eine galenische Darr eichungsf orm bringt. 


• « c « ** 

* *> • « o 

* • « •« 

* • • 
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11. Industriell gefertige Lebensmittel , enthaltend 
eine Verbinciung gemass Anspruch \ , 2 oder 3. 

12. Verwendung einer Verbindung gemass Anspruch 1, 2 
5 oder 3 bei der Herstellung von industriell gefertigen 

Lebensmi tteln . 

13. Verwendung einer Verbindung gemass Anspruch 1 , 2 
oder 3 bei der Bekampfung oder Verhiitung von Krankheiten. 

10 

14. Verwendung einer Verbindung gemass Anspruch 1, 2 
oder' 3 bei der Bekampfung oder Verhiitung von Obesitas und 
Hyperlipamien . 

15 15 - Eine Verbindung gemass Anspruch 1, 2 oder 3, 

sofern nach dem Verfahren gemass Anspruch 6 oder 7 oder 
nach einem dazu aquivalenten Verfahren hergestellt. 

16. Die Erfindung wie sie hiervor beschrieben wird. 

20 


25 


30 


35 


